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Beschreibung 



Die In vftro-Kultivierung von tierlschen und pflanzltehen ZeDen 1st efn wfohtlges instrument in der bio- 

5 logischen Forschung geworderu So werden in zunehmenden MaBe Zellkulturen meist als biologische Mo- 
delle verwendet, urn z.B. pharmakologische Wlrfcungen neuer chemischer Substanzen zu testen, wo- 
durch bisher notwendige TJerversuche bei der Untersuchung derartiger Substanzen zum Ten ersetzt 
werden kdnnen. Auch 1st es mbglich geworden, bestimmte Stoffe, Z.B. monoklonaie Ant'kfinper in derarti- 
gen Zellkulturen im industriellen MaBstab herzustellen. Femer werden auch Zellkulturen Im groBen Ma- 

10 Be bei der Tumorforschung eingesetzt Auch in Verblndung mft der extrakorporalen Befruchtung zur 
Oberwindung der Steriltt§t wird die isolierte Eizelle In Nahrl&sungen mft den Spermien in Kontakt ge- 
bracht und dann das befruchtete Ei bis zum Stadium des Vier - oder Achtzell-Embryos 48-60 Stunden 
inkublert bevor der Transfer in den Uterus erfoigt vgL Arch. Gynerol 231, 171-176 und 321 -323 (1982) 
sowie Dtsch. med. Wschr. Bd 109, 547 -552 (1984). 

15 Bei der kOnstlichen ZOchtung der Zellen tierischer Gewebe hat sich das Glutamin schon vor vielen 
Jahren als wertvoller Wachstumfaktor fOr die Zellentwickiung erwiesen, weshalb es in den Kulturmedlen 
bis zu elrrer 20-fachen grBBeren Konzentratfon als andere Aminosaure zugesetzt wird; vgl. H. Eagle, 
Nature 1955, Seiten 501 - 504. Glutamin wurde inzwischen auch neben Glukose als die wichtigste Ener- 
glequelle fOr das Wachstum von isoilerten Sdugetierzellen und auch Krebszellen erkannt vgl. H.R. Zlel- 

20 ke et al, Federation proceedings, Bl. 43, Nr.1 , Seiten 121 bis 125, 1984 bzw. Ui. Reitzer et al, Journ. Biol. 
Chem., Seiten 2669 bis 2676, 1979. 

Die notwendigen Kulturmedlen zur ZOchtung von isolierten Zellen werden bereits Industrie!! herge- 
stellt und kommerzielt verwertet Allerdings ist die Herstellung glutaminhaltiger Kulturmedlen vom techno- 
logischen und vertriebstechnlschen Standpunkt aus gesehen sehr schwierig, da Glutamin eine relativ in- 

25 stabile Verblndung ist Deshalb werden die Kulturmedien meist im weserrtitehen glutaminfrei geliefert und 
die Anwender mOssen dann das Glutamin unter erhdhtem Aufwand steri! zusetzen, was nicht immer 
durchfOhrbar ist, u.a. wegen des Kontaminatfonsrisikos. 

Der Grund fOr die Instability des Glutamlns 1st seine Nelgung zur fntramolekularen Cyclisferung ins- 
besondere bei der thermischen Sterifisierung der glutaminhaltigen Ldsungen. Diese cyciische Produkt 

30 besltzt jedoch toxlsche Eigenschaften auch gegenOber isolierten Zellen. 

Bei InfusionslOsungen fOr die kOnstliche Ernahrung von Patienten hat man bereits masklertes Glut- 
amin in Form des a-N acylierten Glutamins bzw. Di- und Tri-peptide des Glutamlns eingesetzt, da dieses 
acylierte Glutamin bzw. diese Peptide bei der Hitzesterilisierung der betreffenden Lbsungen stabil blei- 
ben, jedoch dann im Organismus z.& durch die Im Blut oder Serum vorhandenden Hydrolases aufge- 

35 spaiten werden. vgl. EuropSische Patentschrift 87 750. 

Gegen die Verwendung eines in dieser Weise msskierten Glutamins, sprach bisher die Tatsache, daB 
In efnem Kulturmedium, das fOr die kOnstliche ZOchtung von Gewebszellen verwendet wird, die betref- 
fenden Substrate in einer von den Zellen unmittlebar metabolisierbaren Form vortiegen mOssen, da die 
Auffassung besteht, daB anders als Z.B. die Mikroorganismen, wle Bakterien, Schlmmelpllze, die Sduge- 

40 tierzellen keine Exoenzyme an die Kufturi5sungen abgeben, die dann die Spaitung derartig maskierter 
Verbindungen bewirken k6nnen. Daher enthalten die Nahridsungen for Zellkulturen anders als diejenl- 
gen fOr das ZOchten von Mikroorganismen nur freie AminosSuren, also keine Oligopeptide oder diese 
enthaltenden Abbauprodukte von Proteinen oder Disacchariden und dgl. aufzuspaltende Substrate. 
Es hat sich nun Oberraschenderweise gezeigt, daB bestimmte Di-/Tripeptide des Glutamlns doch von 

45 den Zellen, insbesondere von den SSugetierzellen, als Glutamlnquelle venvertet werden k6nnen. Dies 
ist deshalb besonders Oberraschend, weii z.B. das an der a-Aminos&uregruppe acyliertes Glutamin 
(Acetylglutamin) von den Zellkulturen nlcht oder nur sehr schlecht verwertet wird. Die niederen Peptide 
slnd dagegen universe!! verwertbar, auch bei Zellen der verschfedensten Gewebe. 
ErfindungsgemdB wird daher bei den Kulturmedien fOr das Wachstum von SSugetierzellen bzw. 

50 pfianzfichen Zellen das Glutamin in Form der bestimmten Di- und/oder Tripeptide, wie sie im Patentan- 
spruch genannt slnd, verwendet, wodurch nunmehr die wSBrigen Kulturmedlen hlnsichtlich der Amino- 
sduren- und Peptfdkomponenten ohne Schwierigkeiten h'rtzesterilisierbar slnd. Diese neuen Kulturme- 
dien sind dann auch bei idngerer Lagerung ausreichend stabil. 
Die erfindungsgemaB venvendeten niederen Peptide des Glutamins zeigen - wie aus beigefugten Figu- 

55 ren mrt den Diagrammen der Ergebnisse von Wachstumstests isolierter Sauretierzellen ersichtlich • ein 
sehr gutes Wachstum der Zellen, w&hrend mit dem glutaminfreuen Medium oder bei Verwendung des an 
der a-Aminogruppe acetylierten Glutamins nur ein langsammes bzw. eh verspatet efnsetzendes Wachs- 
tum der Zellen festzustellen ist 
Auch als Kulturmedlen fOr die Entwicklung der Eizelle zum mehrzelleigen Embryo bei der extrakorpora- 

60 len Befruchtung eignen sich die unter Verwendung der Glutamlnpeptide hergestellten N&hrl&sungen be- 
sonders gut Die Zellentwickiung und -teilung setzt bereits kurz nach der kOnstlichen Befruchtung der 
Eizelle ein, so daB dann der entstandene Zellhaufen schon bald in den Uterus implantiert werden kann. 

Aber auch zur Entwicklung pflanzlicher Zellen bei der Kultur von pflanzltehen Protoplasten oder 
pfianzlicher Gewebe und spezieller Organe sowie bei Meristemkulturen fOr die vegetative Vermehrung 

65 kOnnen diese Kulturmedien vorteilhaft verwendet werden. 
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Nachfolgend win) elne fOr die Kutturen verschledener Zellen geeignets Zusammensetzung eines er- 
findungsgemSBen Kulturmediums angegeben. 

Beispiel 





Bestandteil 


mg/Liter 


Bestandteil 


mg/Liter 


10 


L-Arginin 


200,00 


Biotin 


0,20 


15 


L-Asparagin H 2 0 


56,82 


D-Calciuropantothenat 


0,25 


L-AsparaginsSure 


20,00 


Cholinchlorid 


3,00 




L-Cystin Na 2 


59,15 


Folsaure 


1,00 


20 


L-Glutaminsaure 


20,00 


i-Inosit 


35,00 




L-Al any 1 -glut amin 500,0 


Nicotinamid 


1,00 




Glutathion 


1,00 


p-Aminobenzoesaure 


1,00 


25 


Glycin 


10,00 


Pyridoxin HC1 


1,00 




L-Histidin 


15,00 


Riboflavin 


0,20 


30 


L-hy droxypr ol in 


20,00 


Thiamin BC1 


1,00 


L-Isoleucin 


50,00 


Vitamin B12 


0,005 




L-Leucin 


50,00 


Ca(K0 3 ) 2 


69,49 


35 


L-Lysin HC1 


40,00 


KC1 


400,0 


L-Methionin 


15,00 


MgSO^ 7H 2 0 


100,0 




L-Pheny lal anin 


15,00 


NaCl 


6000 


40 


L-Prolin • 


20,00 


HaHC0 3 


2000 




L-Serin 


30,00 


Na 2 HP0 4 


800,7 




L-Threonin 


20,00 


Glucose 


2000 


45 


L-Tryptophan 


5,00 


Phenolrot 


5,00 




L-Tyrosin 


20,00 


Aqua dest. 


ad 1 Liter 




L-Valin 


20,00 







50 



Bel den nachfolgend beschriebenen Tests mit Zellkulturen von dret verschiedenen Zeliinien (K-562; 
Rbroblasten: Row 4000; HELA 1L Passage) wurde untersucht, inwieweit die DipeptkJe Alanyl-Glutamin 
Oder Glycyl-Alanin das Glutamin aJs Wachstumsfaktor ersetzen konnen. Die Zellen wurden in glutamin- 

55 freiem RPMI 1640 {5% CO^Inkubator) gezOchtet Bn Liter Medium enthielt 900 ml RPMM640, 100 ml 
fotales KSIberserum (Ober Nacht gegen PBS dialysiert) und 2 mi Gentamycinldsung. Dem Medium wurden 
10 ml einer Ldsung, die 200 mmol an Glutamin Oder an ALA-GLN, GLY-GLN Oder Acetylgiutamin enthielt, 
zugesetzt (Sterilfiltration mil Aero Disc 200 \an Filter). Die K-562 Zellen wurden dreimai in der Woche 
auf 1/3 die HELA-Zeflen dreimai auf 1/5 und die Rbroblasten zweimai auf 1/3 gespalten. Die Spaltung der 

60 HELA-Zellen und Rbroblasten erfolgte mittels Trypsin nach einmaliger Waschung mit PBS, Die Zeltzahl 
wurde mit einem Sysrrax-Microceil-Counter CC-10 ermittelt und nach jeder Spaltung hochgerechnet Die 
Diagramme der Rg. 1 - 3 zeigen die Zellentwicklung mit und ohne Zugabe von Glutamin (GLN) und der Je- 
weiligen Dipeptide bzw. des Acetylglutamins (AcetGLN). 
Wie hieraus ersichtlich, ist die Wachstumsgeschwindigkeft der einzelnen ZeDinien bel Supplimentation 

65 
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des Mediums mft Glutamln Oder den Dipeptkten: Alanyl-Glutamln und Glycyt-Glutamin annShemd gleich, 
wdhrend das Acetyigiutamin elne wesentllch eingeschrankte Wachstumsgeschwindlgkelt bewfrkt. 

In weiteren Versuchen wurde das Wachstumsverhalten der Zellinie K-562 in Kulturmecfien mit und oh- 
ne Zusatz der erfindungsgemSB zu verwendenden Peptide des Glutamlns nSher untersucht Aus dem 
5 Diagramm der Fig. 4 ist erslchtiteh, daB In glutamlnfreiem NShrmedium weder ALA-ALA noch GLY-ALA 
zu einer Wachstumsstfmulation fOhren, wthrend bei Zusatz der Glutaminpeptide ALA-GLN und GLY- 
GLN die Zellzahi signlfikant hOher als im glutaminfreien Kulturmedlum war, auch wenn dieses foetales 
Kalbserum (FKS)enthielt 

Untersucht wurde auch die Dipeptidhydrolyse im zelrfreien, sterirfiltrierten KulturOberstand. Wie aus 
10 Rg. 5 ersichtfich, werden die Dipeptide mit unterschiedlicher Geschwlndigkeit von einem zellfreien, ste- 
rilfOtrierten K-562-KulturOberstand hydrotysiert Diese Untersuchung bestatigt die Befunde, die aus 
Fig. 4 erkennbar sind y nfimlich, daB das ALA-GLN besser als GLY-GLN von der Zellinie K-562 gespal- 
tenwird. 

Die Spahung von ALA-GLN durch wachsende Zellkulturen (K-562 und Fibroblasten: Row 4000) ist 
15 den Rg. 6 und 7 zu entnehmen, die den Konzentrationsvertauf von ALA-GLN sowie den von Alanin und 
Glutamln wflhrend des Wachstums der zwei verschiedenen Zeliinien zeigen. Hieraus ist ersichtiich, daB 
das ALA-GLN wdhrend des Wachstums kontinuieriich gespalten wird v wobei die Konzentrationen von 
Alanin und Glutamln zunehmen. Der geringere Konzentrationsanstieg von Glutamln im Verh&Itnls zu Ala- 
nin ist dadurch erkl&bar, daB Glutamln wdhrend des Wachstums der Zellen starker verstoffwechseh 
20 wird als das Alanin. 

Diese Ergebnisse zeigen, daB Dipeptide von Zellkulturen unterschiedlich verwertet werden, wobei 
aber die Glutaminpeptide gut metabolisieren und zu einem signlfikant besseren Zelrwachstum fOhren. 

PatentansprOche 

25 

1. Verwendung von Di- und/oder Tripeptiden des Glutamlns In Aminosduren, Glucose und Minerafsal- 
ze enthaitenden Zellkulturmedien zur ZQchtung isolierter Gewebszellen. 

2. Verwendung der Dipeptide Glycyi-Glutamin und Alanyl-Glutamln in Zellkulturmedien nach Anspruch 

1. 

30 3. Verwendung der Di- und/oder Tripeptlde des Glutamlns nach Anspruch 1 Oder 2 in Zellkulturmedien 
fOr die extrakorporale Insemination. 

4. Verwendung der Dh und/oder Tripeptide des Glutamlns nach Anspruch 1 - 3 In Zellkulturmedien fOr 
die Herstellung monoklonaler Antikdrper. 

35 Claims 

1. Use of di- and/or tripeptides of glutamine in cell culture media containing amino acids, glucose and 
mineral salts for cultivating isolated tissue cells. 

2. Use of the dipeptides glycyl glutamine and alanyl glutamine in cell culture media according to claim 1 . 
40 3. Use of the di- and/or tripeptides of glutamine according to claim 1 or 2 in cell culture media for extra- 
corporeal insemination. 

4. Use of the di- and/or tripeptides of glutamine according to claims 1 to 3 in cell culture media for pro- 
ducing monoclonal antibodies. 

45 Revendications 

1. Utilisation des di- et/ou tripeptides de la glutamine dans des milieux de culture de cellules corrtenant 
des atides amines, du glucose et des sels min6raux,. pour la culture de cellules de tissus Isoldes. 
Z. Utilisation des dipeptides glycyi-glutamine et alanyl-glutamine dans des milieux de culture de cellules 
50 selon la revendlcation 1. 

3. Utilisation des di- et/ou tripeptides de la glutamine selon la revendlcation 1 ou 2, dans des milieux de 
culture de cellules pour i'msdmination extracorporelle. 

4. Utilisation des di- et/ou tripeptides de la glutamine selon les revendications 1 & 3, dans des milieux 
de culture de cellules pour la preparation d'anticorps monoclonaux. 

55 
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PIG. 1 
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FIG. 2 
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PIG. 3 
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T.g. 7 



K0NZENTRAT10N IM KUOURtlBERSTANO VON K562 



